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A verdadeira medida de um homem não é como ele se comporta em momentos de 
conforto e conveniência, mas como ele se mantém em tempos de controvérsia e desafio. 
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Os esteroides anabolizantes androgênicos (EAA) como o decanoato de nandrolona (ND) 
são hormônios sintéticos derivados da testosterona. Sabe-se que um dos efeitos mais 
marcantes da administração abusiva destes esteroides é o aumento do comportamento 
agressivo. Evidências indicam que altas doses de EAA alteram a morfologia e causam 
hiperativação de sinapses glutamatérgicas, o que se correlaciona com um fenótipo 
agressivo exacerbado. Fisiologicamente o glutamato é considerado o principal 
neurotransmissor excitatório no cérebro de mamíferos, entretanto, em níveis elevados, 
pode causar hiperexcitabilidade neuronal mediada pelos receptores glutamatérgicos 
ionotrópicos do tipo N-metil-d-aspartato (NMDAr) e, consequentemente  alterações no 
metabolismo mitocondrial. A terminação da sinalização excitatória glutamatérgica é 
realizada majoritariamente por transportadores existentes em astrócitos. Neste sentido, o 
transportador astrocitário de glutamato GLT-1 é responsável por mais de 90% da 
remoção do glutamato da fenda sináptica, contribuindo significativamente, para a 
manutenção da homeostasis da sinalizacão glutamatérgica. A administração do 
antibiótico β-lactâmico ceftriaxona (CEF) aumenta  a expressão de GLT-1 e diminui  a 
hiperexcitabilidade glutamatérgica, o que poderia potencialmente contrapor mecanismos 
cerebrais associados ao aumento do fenótipo agressivo induzidos pelo decanoato de 
nandrolona (ND). Entretanto, estas possíveis interacões moleculares e comportamentais 
ainda não foram exploradas. Assim, o objetivo primário deste trabalho foi investigar se 
o aumento da expressão do transportador astrocitário GLT-1 modula mecanismos 
glutamatérgicos envolvidos na agressividade induzida pelo ND, e a atividade 
mitocondrial. Para tanto, camundongos CF-1 machos de 60 dias de idade foram 
divididos em 4 grupos: veículo oleoso (VEH), nandrolona (ND), ceftriaxona (CEF) e 
nandrolona+ceftriaxona (ND/CEF). A nandrolona foi injetada por via subcutânea 
(15mg/Kg) por 19 dias. A ceftriaxona (200mg/Kg) ou solução salina foram 
administradas intraperitonealmente por 5 dias. Após a última injeção foi avaliada a 
latência para o primeiro ataque e o número de ataques no teste do intruso. Os animais 
foram sacrificados logo após o teste, e homogeneizados de córtex foram utilizados para 
imunoquantificação do GLT-1 e da fosforilação da subunidade pNR2Bser1232 do 
NMDAr. A atividade mitocondrial foi avaliada em  sinaptossoma de cérebro total. Os 
níveis de glutamato foram medidos no líquido cefalorraquidiano. Comparado com o 
veículo, o tratamento com ND diminuiu significativamente a expressão do GLT-1, 
aumentou os níveis de glutamato e a expressão da subnidade pNR2Bser1232 o que foi 
mecanisticamente associado ao aumento do fenótipo agressivo; diminuicão da latência e 
aumento do número de ataques ao intruso. Ainda, a ND diminuiu o controle respiratório 
mitocondrial. A administração de CEF aumentou significativamente a expressão do 
GLT-1 e diminuiu os níveis de glutamato em relação ao grupo ND, enquanto que os 
níveis de pNR2Bser1232  e a agressividade foram similar ao grupo controle.  No grupo 
ND/CEF o immunoconteúdo de GLT-1 e de pNR2Bser1232, os níveis de glutamato e o 
fenótipo agressivo, foram significativamente menores que no grupo ND, e similares ao 
grupo controle. Ainda, a CEF foi capaz de atenuar o prejuízo no controle respiratório 
mitocondrial causado pela ND. Nossos resultados demonstram que a interação 
bidirecional entre o transportador astrocitário GLT-1 e a subunidade pNR2Bser1232 
neuronal mediada pelo glutamato, exercem um impacto regulatório no fenótipo 
agressivo induzido pela ND, e no controle respiratório mitocondrial. Desta maneira, este 
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modelo reforça a importância da homeostasia funcional da sinapse tripartide 
glutamatérgica no fenótipo agressivo.  
Palavras-chave: Esteroides anabolizantes androgênicos, Agressividade, Glutamato, 

























Anabolic androgenic steroids (AAS) such as nandrolone decanoate (ND) are synthetic 
hormones derived from testosterone. It is known that one of the most important adverse 
effects of abusive administration of these steroids is the increase in aggressive behavior. 
Evidence indicates that high doses of AAS alter morphology and cause hyperactivation 
of glutamatergic synapses which correlates with an aggressive exacerbated phenotype. 
Physiologically, glutamate is considered the main excitatory neurotransmitter in the 
mammalian brain. At high glutamate levels, occurs neuronal hyperexcitability mainly 
trhough the ionotropic N-methyl-d-aspartate (NMDAr) type of glutamatergic receptors 
and, consequently, changes in mitochondrial metabolism. Existing transporters in 
astrocytes predominantly perform the termination of glutamatergic excitatory signaling. 
In this sense, the GLT-1 glutamate astrocytic transporter is responsible for more than 
90% of glutamate removal from the synaptic cleft, contributing significantly to the 
maintenance of glutamatergic signaling homeostasis. Administration of the β-lactam 
antibiotic ceftriaxone (CEF) increases GLT-1 expression and decreases glutamatergic 
hyperexcitability, which could potentially counteract brain mechanisms associated to 
increased aggressive phenotype mediated by nandrolone decanoate (ND). However, a 
possible molecular and behavioral interaction has not yet been explored in context. 
Thus, the primary objective of this work was to investigate whether increased 
expression of the GLT-1 astrocyte transporter modulates the glutamatergic mechanisms 
involved in ND-induced aggressive phenotype, and mitochondrial activity. Sixty-day-
old male CF-1 mice were divided into 4 groups: oil vehicle (VEH), nandrolone (ND), 
ceftriaxone (CEF) and nandrolone + ceftriaxone (ND / CEF). Nandrolone was injected 
subcutaneously (15mg / kg) for 19 days. Ceftriaxone (200mg / kg) or saline solution 
were administered intraperitoneally for 5 days. After the last injection, the latency for 
the first attack and the number of attacks on the intruder test were evaluated. The 
animals were sacrificed after the test, and homogeinized cortex were used for 
immunoquantification of GLT-1 and phosphorylation of the NMDAr pNR2Bser1232 
subunit. Mitochondrial activity was evaluated in total brain sinaptossomes. Glutamate 
levels were measured in the cerebrospinal fluid. Compared to the vehicle group, 
treatment with ND significantly decreased the expression of GLT-1, increased 
glutamate levels and expression of the pNR2Bser1232 which was mechanistically 
associated with an increase in the aggressive phenotype; decrease in the latency and 
increase in the number of attacks. Also, ND decreased mitochondrial respiratory 
control. Administration of CEF significantly increased GLT-1 expression and decreased 
glutamate levels relative to the ND group, whereas pNR2Bser1232 levels and aggressive 
phenotype were similar to the control group. In the ND / CEF group the expression of 
GLT-1 and pNR2Bser1232, glutamate levels and aggressive phenotype were significantly 
lower than in the ND group, and similar to the control group. Furthermore, CEF was 
able to attenuate the alteration in the mitochondrial respiratory control caused by ND. 
Our results demonstrated that the levels of glutamate astrocytic transporter GLT-1 and 
pNR2Bser1232 are important mechanism behind the increased aggressive phenotype 
induced by ND, and decreased mitochondrial respiratory control. Also, this model 
reinforces the importance of glutamate levels and astrocytic molecular targets in the 
regulation of the aggressive phenotype. 
Key words: Androgenic anabolic steroids, Glutamate, Ceftriaxone, GLT-1, NMDAr, 
Mitochondria. 
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1.1 Histórico dos esteroides anabolizantes androgênicos 
 
             A descoberta de um processo para sintetizar o hormônio esteroide testosterona 
(T) a partir do colesterol em 1935 acelerou as investigações científicas em relação aos 
seus efeitos androgênicos. A T, rapidamente ganhou notoriedade por suas propriedades 
anabólicas de aumento de tamanho muscular e força; e por suas propriedades  
androgênicas de aumento de virilização e agressividade (Kicman & Gower, 2003). 
             Na década de 50 surgem as primeiras suspeitas de que a T estava sendo usada 
para aumento de performance esportiva com a alegação de que atletas soviéticos 
administravam T para aumento de força (Todd, 1987). Devido ao grande impacto 
politico dos esportes de competição e a necessidade de demonstrar a hegemonia de um 
sistema sobre outro, médicos e químicos nos Estados Unidos uniram-se para produzir 
um esteroide anabólico que melhorasse o desempenho dos atletas americanos. Como 
resultado surgiu o anabólico esteroide chamado de dianabol (Kruskemper, 1968). 
             Enquanto isso, algumas companhias farmacêuticas desenvolviam análogos 
sintéticos da T com objetivos terapêuticos, como tratar pacientes acometidos de 
‘doenças catabólicas’, melhorar os efeitos anabólicos da T e dissociar os efeitos 
androgênicos indesejados, particularmente diminuir os efeitos virilizantes. O decanoato 
de nandrolona (ND) foi o primeiro análogo sintético da T a mostrar suficiente 
dissociação entre efeitos anabólicos e androgênicos, favorecendo os efeitos 
androgênicos (Hershberger, Shipley, & Meyer, 1953) que justificassem sua introdução 
como fármaco em humanos (Kruskemper, 1968). 
             No início dos anos 60, os esteroides anabólicos ganham notoriedade mundial 
principalmente pelo aumento da massa muscular entre atletas fisiculturistas (Du Toit, 
Rossouw, Van Rooyen & Lochner, 2005). Com a crescente disponibilidade destes 
compostos licenciados oficialmente pelos governos para uso terapêutico, muitos 
competidores começaram a experimentá-los cada vez mais numa tentativa de melhorar 
sua performance esportiva sem demonstrar os efeitos androgênicos característicos do 
uso da T (Kicman & Gower, 2003). 
             Na década de 60 houveram relatos de aumento no número de mortes entre 
atletas pelo uso de estimulantes e, como resultado, em 1967 o Comitê Olímpico 
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Internacional (COI) cria uma comissão médica que bane a prática do doping no esporte. 
Entretanto, entre as substâncias proibidas não estavam os esteroides anabólicos pois, no 
momento, não existiam procedimentos analíticos capazes de quantificar estas 
substâncias em amostras biológicas de maneira sensível e rápida (Kicman & Gower, 
2003). Em 1969, a primeira técnica para a dosagem de esteroides em fluidos biológicos 
foi publicada (Kicman & Brooks, 1988). Embora esta técnica atingisse alguns dos 
critérios necessários para ser implementada nos controles antidopagem, ela ainda não 
conseguia identificar diferentes tipos de EAA na mesma amostra biológica (Kicman & 
Gower, 2003). Nas olimpíadas de Munique, em 1972, uma grande quantidade de atletas 
do atletismo admitiram fazer uso de substâncias como os esteroides anabolizantes para a 
melhora de performance (Loughton & Ruhling, 1977). Na segunda metade da década de 
70 foram desenvolvidas técnicas de radioimunoensaio para detectar a presença de ND e 
seus metabólitos na urina (Kicman & Brooks, 1988).  Estas técnicas proporcionaram um 
grande avanço no controle de dopagem e subsídios técnicos para a criação de novas 
legislações.  
             A partir de 1975, véspera dos jogos olímpicos de Montreal, o COI estabelece a 
proibição do uso de esteroides anabolizantes e o controle do seu uso por atletas que, a 
partir disto, passam a ser submetidos à análises bioquímicas regulares previamente e 
durante as competições, principalmente em amostras de urinas (Kochakian, 2000). No 
início dos anos 80, rápidos avanços na espectrometria de massa permitiram aos 
laboratórios do COI desenvolverem métodos específicos e abrangentes capazes de 
detectar concentrações de esteroides anabólicos e/ou seus metabólitos em concetrações 
tão pequenas quanto 1µg/L na urina (Catlin et al., 1987).  
             Mesmo com um controle rigoroso por parte do COI em relação ao uso de 
substâncias proibidas, muitos casos de doping ocorreram entre os jogos olímpicos de 
Los Angeles e Atlanta ocorridos em 1984 e 1996 respectivamente. Casos enigmáticos 
como o do velocista Ben Johnson permanecem na lembrança de todos. Após bater o 
recorde mundial na prova dos 100 metros livres em Seul, 1988, foi detectada a presença 
de stanazolol em sua urina e, como consequência, ele perde seu título olímpico (Calfee 
& Fadale, 2006). 
             Com o objetivo de melhorar controle de doping no esporte, principalmente em 
jogos olímpicos, a Agência Mundial Antidoping (AMA) estabeleceu uma lista de 
substâncias proíbidas para uso por atletas e métodos analíticos específicos para serem 
utilizados na detecção destas substâncias. Estes parâmetros passaram a ser adotados 
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como padrão de controle de doping a partir dos jogos olímpicos de Sidnei em 2000 
(Wada, 2003). 
             Nos últimos anos, o abuso de drogas como os esteroides anabolizantes tem se 
tornado muito comum em esportistas recreacionais e jovens em idade escolar que 
utilizam os EAA principalmente como o objetivo de melhorar a imagem estética (Dal 
Pizzol et al., 2006; Wood, 2006). Portanto, o uso de esteroides anabolizantes não é mais 
exclusivo de atletas de elite. 
 
1.2 Estrutra e classes dos esteroides anabolizantes androgênicos 
 
             Esteroides anabolizantes androgênicos (EAA) são derivados sintéticos da T 
utilizados para melhora da capacidade física e no tratamento de diversas doenças 
(Busardo et al., 2015). A T é um hormônio composto por 19 átomos de carbono, 













Fig. 1– Estrutura química da Testosterona 
 
             Existem três principais classes de EAA conforme a Figura 2 (Oberlander & 
Henderson, 2012). 
             Integram a classe I compostos injetáveis contendo ésteres de cadeia longa do 
grupo 17-β-hidroxil. Esta esterificação confere um maior tempo de liberação na 





ação. Como exemplo estão o propionato e ciprionato de T (Shahidi, 2001). Os ésteres de 
T podem sofrer hidrólise pela ação da 5-α-redutase, formando um metabólito com maior 
atividade anabólica devido à sua maior afinidade pelos receptores androgênicos (RA), a 
5-α-diidrotestosterona. A T também pode sofrer a ação da aromatase formando 
estrógenos (Martini, 1982) . 
             A classe II abrange, também, compostos injetáveis derivados da 19-
nortestosterona. Possuem diferenças estruturais em relação aos ésteres de T pela adição 
de uma longa cadeia carbonada em C17, o que confere à molécula uma redução na 
atividade androgênica em relação diidrotestosterona devido a uma redução da afinidade 
ao RA. Além disso, ocorre a substituição de um hidrogênio por uma metila em C19, o 
que aumenta a meia vida destes compostos e contribui para a esterificação. A exemplo 
dos ésteres de T da classe I, O DN também pode ser aromatizado à 17-β-estradiol, 
embora este processo não seja tão eficiente quanto é em relação à T (Shahidi, 2001). A 
ação dos EAA aromatizáveis das classes I e II no SNC ocorre pela interação 
farmacológica direta com os RA e, também, através dos metabólitos ativos (estrógenos) 
que ligam-se aos receptores estrogênicos (RE) no cérebro (Wilson, 1988). 
             A classe III é composta pelos EAA de administração oral, que por possuírem 
uma alquilação no C17 apresentam um metabolismo hepático retardado, possibilitando 
a administração oral destes compostos. Os esteroides 17-α-alquilados não são 
convertidos a diidrotestosterona ou 17-β-estradiol, mas podem dar origem a outros 
metabólitos andrógenos e estrógenos ativos. Nesta classe estão a metiltestosterona, 
oximetolona, metandrostenelona estanozolol (Winters, 1990; Basaria, Wahlstrom & 
Dobs, 2001). 
 
Fig. 2 – As três maiores classes de EAA. 
 11 
1.3 Mecanismo de ação dos EAA 
 
             Na grande maioria das células alvo, A T exerce sua ação após a ação da enzima 
5-α-redutase, que converte localmente a T em diidrotestosterona (DHT), um metabólito 
ativo. A T e DHT possuem afinidade pelo RA e ligam-se a eles. A T  também pode ser 
convertida à estradiol, outro metabólito da T hormonalmente ativo, pela ação da 
aromatase. O estradiol liga-se ao RE conforme a Figura 3 (Busardo et al., 2015). 
(Buchner, 1999). 
 
Fig. 3 – Diferentes vias metabólicas da 
Testosterona (T)     
DHT – Diidrotestosterona (DHT) 
ER – Receptores estrógenos (RE) 
AR – Receptores andrógenos (RA) 
Figura adaptada de Kicman, 2008 
 
 
            Por seu caráter lipofílico, a T e os EAA, dentre outros esteroides, atravessam as 
membranas fisiológicas com facilidade. No ambiente intracelular há formação do 
complexo hormônio-receptor, através de uma ligação específica, que depende das 
características químicas de cada esteroide (Kicman, 2008). 
            A ação dos andrógenos pode ocorrer diretamente em receptores específicos, 
sendo que, quando disponíveis na circulação, seu transporte ocorre através da corrente 
sanguínea como mensageiros, na forma livre ou combinada às moléculas responsáveis 
pelo transporte. Quando na sua forma livre, sua difusão através da membrana plasmática 
de células alvo se dá de forma direta, possibilitando sua ligação à receptores proteicos 
intracelulares, num processo que, por si só, acarreta em uma maior produção de 
Adenosina Monofosfato Cíclico (AMPc) e consequentemente, aumentando o 
metabolismo celular (Celotti & Negri Cesi, 1992). No interior da célula (citoplasma) 
ocorre a migração da molécula de esteroide, ligada ao seu RA específico, para o núcleo, 
onde dará início ao processo de transcrição gênica e de transdução proteica, responsável 
pela modulação das ações celulares dependentes dos andrógenos (Celotti & Negri Cesi, 
1992; Shahidi, 2001). Os diversos órgãos respondem de maneira diferente à essas ações 
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dos andrógenos uma vez que variam as concentrações de receptores celulares, bem com 
da atividade da enzima 5-α-redutase na produção de DHT (Kuhn, 2002). A 5-α-redutase 
aparece em praticamente todas as estruturas androgênio-dependentes de indivíduos do 
sexo masculino, por outro lado, a enzima aromatase vem sendo demonstrada e 
caracterizada principalmente em cérebro e tecido adiposo (Martini, 1982). No coração e 
na musculatura esquelética a atividade aromatase aparenta ser muito baixa (Matsumine 
et al., 1986). Quando comparada a outros tecidos que possuem uma dependência dos 
andrógenos, a musculatura se caracteriza por uma baixa ou até mesmo ausência do 
processo de 5-α-redução o que se explica, segundo alguns autores (Bartsch, Krieg, & 
Voigt, 1980), pela quase total ausência desta enzima na musculatura esquelética. 
Somado à isso foi demonstrado, anteriormente, in vitro, que na musculatura esquelética 
de ratos há uma quase total ausência desta enzima (Martini, 1982).  
            Existem duas vias pelas quais esteroides exercem suas ações. Na primeira, 
denominada “via clássica” os andrógenos ligam-se aos seus RA citoplasmáticos, ligação 
que é acompanhada da interação dos complexos resultantes com sítios nucleares e 
subsequentes efeitos genômicos como transcrição de genes (elaboração de RNA a partir 
de DNA e síntese de proteínas) ou repressão de genes (inibição da transcrição). Na 
segunda, denominada “via rápida” o efeito dos hormônios esteroides decorre 
basicamente de alterações na fluidez da membrana plasmática que podem ocorrer por 
três mecanismos diferentes: através da ligação aos RA e RE; através da ligação à 
receptores que não sejam os RA e RE e ainda; efeitos gerados independente da ligação 
aos receptores. Nesta via ocorrem alterações em vias de sinalização que envolvem 
proteínas como a adenilato ciclase, proteína cinase ativada por mitógeno e 
fosfatidilinositol-3-cinase (Falkenstein et al., 2000; Kicman, 2008). 
           Os receptores presentes na musculatura esquelética e cardíaca possuem a mesma 
afinidade e características bioquímicas do que aqueles existentes em órgãos 
reprodutores (Celotti & Negri Cesi, 1992). Porém, o número de receptores presentes nos 
músculos é  muito menor do que os encontrados nos órgãos reprodutivos. No entanto, a 
quantidade de receptores também pode variar de acordo com o tipo de músculo (Janssen 
et al., 1994). 
            Ao ligarem-se aos RA, uma ação esperada dos EAA é a promoção de efeitos 
tróficos advindos especificamente dessa ligação levando a um aumento na síntese 
proteica e diminuição na degradação de proteínas (Celotti & Negri Cesi, 1992). 
Entretanto, como discutido anteriormente, os efeitos destas substâncias induzidos por 
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sua ligação aos RA variam conforme a concentração dos receptores no músculo alvo, 
que pode diferir muito de músculo para músculo (Janssen et al., 1994). Uma outra 
maneira pela qual os EAA podem induzir hipertrofia muscular esquelética ocorre pela 
sua habilidade de gerar ativação de células satélites e aumento no diâmetro de fibras 
musculares (Joubert & Tobin, 1989).  
 
 
1.4 Relação estrutura atividade dos EAA 
 
             Os EAA sintéticos são considerados análogos químicos da T ou da DHT, sendo 
suas estruturas químicas desenhadas para aumentarem o efeito anabólico relativos aos 
efeitos androgênicos (Kicman & Gower, 2003). No entanto, uma dissociação completa 
dos efeitos anabólicos dos efeitos androgênicos não é possível, uma vez que muitas 
evidências sugerem que há apenas um tipo de receptor androgênico envolvido na 
regulação destes efeitos (Mooradian, Morley, & Korenman, 1987). Um mecanismo que 
poderia estar envolvido na dissociação parcial desses efeitos diz respeito à diferença da 
atividade da enzima 5-α-redutase em diferentes tecidos. Sabe-se que, por exemplo, ela 
possui mais atividade no tecido androgênico, levando a maiores efeitos androgênicos, o 
contrário do que ocorre no músculo esquelético, onde a atividade é irrisória, resultando 
em maiores efeitos anabólicos (Celotti & Negri Cesi, 1992). Uma forma de aumentar a 
dissociação anabólica androgênica é administrar um EAA que se ligue com alta 
afinidade ao RA, mas, ao ser reduzido a metabólitos 5-α, liga-se com menor afinidade 
ao RA (ND, por exemplo) (Toth & Zakar, 1982). Consequentemente, no tecido 
androgênico, o ND é prontamente convertida a um metabólito menos ativo, enquanto a 
molécula não modificada exercerá atividade predominantemente no músculo 
esquelético (Kicman & Gower, 2003). 
             O aumento na potência anabólica e a dissociação dos efeitos anabólicos dos 
androgênicos resulta geralmente de modificações no anel A da T e da DHT conforme 




Fig. 4 – Modificações estruturais nos anéis A e B da T que aumentam a atividade 
anabólica. 
 
             A atividade anabólica destes compostos também pode ser conseguida pela 
administração por via oral. Neste caso, uma ligação de um grupo metil (CH3) ou etil 
(C2H5) ao carbono 17 da molécula de T retarda a sua metabolização hepática tornado 
estes compostos oralmente mais ativos e mais resistentes às transformações decorrentes 
do metabolismo. Embora este processo preserve as propriedades ativas dos esteroides, 
ele traz como desvantagem uma grande sobrecarga ao fígado. Atividade oral também 
pode ser conferida pela ligação de um grupo metil ao carbono 1 (Shahidi, 2001; van der 
Vies, 1993). 
             A esterificação do grupo 17-hidroxil confere aos EAA injetáveis uma menor 
solubilidade, além disso, a duração da ação anabólica destes compostos irá depender do 
tipo de ácido usado para acidificar este grupo 17-hidroxil. Quando ocorre a substituição 
de um hidrogênio por um grupo metila em C19 há a formação do composto 19-
nortestosterona (nandrolona), adicionado a isso, a esterificação do grupo 17-hidroxil da 
nandrolona com o ácido decanoico, um ácido graxo de cadeia longa, gera o composto 
denominado ND, que possui uma liberação lenta na circulação exercendo sua atividade 
anabólica após 6 a 7 dias (Shahidi, 2001). Para fins de utilização a quase totalidade 
destes compostos é dissolvida em veículo oleoso, olho de milho, por exemplo, e por não 
passarem pelo processo de alquilação inerente aos EAA de administração oral são 
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considerados menos nocivos do que esta classe de EAA. Em compensação os EAA 
injetáveis causam mais danos aos rins (Kam & Yarrow, 2005). 
             Ainda há poucos estudos sobre a atividade androgênica dos esteroides 
endógenos, entretanto tem se hipotetizado que ela deve ocorrer através da conversão 
desses esteroides endógenos em T e seu metabólito ativo DHT e sua ligação aos RA. 
Porém, há evidências mostrando que o androstenediol pode ativar alguns genes alvo 
regulados pelo RA mesmo em tecidos onde ocorre uma alta  expressão destes receptores 
(Miyamoto et al., 1998). 
 
 
1.5 Efeitos adversos dos EAA 
 
             A severidade dos efeitos adversos decorrentes do uso de EAA é dependente do 
gênero, idade, tipo de esteroide utilizado ou combinação de esteroides, dose, frequência 
de uso e interações medicamentosas (Bahrke & Yesalis, 2004; Kicman & Gower, 2003). 
             O uso abusivo pode causar dano irreversível em diversos órgãos, entretanto, 
mesmo em doses clínicas, os EAA apresentam efeitos adversos como hepatotoxicidade, 
nefrotoxicidade e doenças cardiovasculares (Shahidi, 2001). 
            Um dos órgãos mais comumente afetados pelo uso indiscriminado dos EAA é o 
sistema reprodutor. Os efeitos em homens variam muito podendo ocorrer diminuição de 
níveis hormonais, afetando o hormônio luteinizante e folículo estimulante que, 
consequentemente podem levar à baixos níveis de produção de T endógena e da 
espermatogênese, além de atrofia testicular, que podem levar à infertilidade. Outro 
efeito recorrente em homens usuários de EAA é a ginecomastia, aparecimento de 
mamas, que pode resultar da conversão de andrógenos para estradiol e estrona 
(Maravelias et al., 2005; Wagner, 1991). 
             Os principais efeitos adversos observados em mulheres usuárias de EAA 
implicam em anormalidades no ciclo menstrual e, principalmente, efeitos 
masculinizantes, incluindo acne, engrossamento da voz, hipertrofia de clitóris e queda 
de cabelo. Em certos casos, dependendo do regime e tempo de uso, alguns destes efeitos 
androgênicos podem ser irreversíveis (Cohen & Hickman, 1987). Particularmente em 
crianças e jovens, o uso de EAA pode levar a um fechamento prematuro das epífises, 
consequentemente levando a antecipação do final da fase de crescimento, com redução 
do tamanho corporal definitivo (Maravelias et al., 2005). 
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             O risco de efeitos adversos é maior em competidores que fazem uso de doses 
muito maiores do que a dose terapêutica de um ou mais desses EAA durante um longo 
período de tempo (Kicman & Gower, 2003). O Uso de EAA com acompanhamento 
médico pode trazer algum benefício clínico à pacientes. Alguns estudos relatam que um 
tratamento acompanhado e controlado com andrógenos apresenta reduções 
significativas nos níveis de lipoproteína de alta densidade (HDL) somado à aumento da 
lipoproteína de baixa densidade (LDL) (Glazer, 1991). Em seu estudo, BONETTI et al., 
(2008) verificaram uma diminuição nos níveis plasmáticos de glicose, insulina, 
globulina de ligação a hormônio sexual, HDL e, concomitantemente, alterações nos 
níveis de linfócitos T (glóbulos brancos), diminuição na contagem de espermatozoides 
com consequente diminuição do índice de fertilidade em fisiculturistas que faziam 
autoadministração de diversas combinações de classes EAA em doses supra fisiológicas 
com único intuito de ganho de massa muscular.  
             Alterações no SNC também são estudadas e relatadas e como consequências 
geram importantes alterações morfológicas e, principalmente, comportamentais que 




1.6 Efeitos dos EAA no SNC e agressividade 
 
            Mudanças comportamentais são efeitos recorrentes aos quais usuários de EAA 
estão sujeitos. Dentre as alterações mais frequentes encontram-se irritabilidade, 
agressividade, euforia, depressão, alterações do humor, entre outros. Um estudo de 
TAKAHASHI, TATSUGI e KOHNO (2004) demonstrou que a administração de doses 
suprafisiológicas de EAA em ratos foi responsável por um aumento do comportamento 
agressivo destes animais, sugerindo um possível efeito do uso de EAA no SNC 
relacionado à manifestação de comportamentos anormais. 
             Sabe-se que o comportamento masculino é influenciado de forma positiva e/ou 
negativa por fatores psíquicos, somáticos, sociais, culturais e também por influência do 
meio, entretanto os andrógenos desempenham um papel crucial neste comportamento 
masculino. Já foi demonstrado em diversos estudos que o uso de EAA em altas doses 
pode trazer efeitos negativos ao SNC de humanos, causando prejuízos a nível de 
alterações morfológicas, neuroquímicas e comportamentais. Relatos de aumento de 
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agressividade, transtornos de humor que vão da euforia à depressão, alterações na libido 
e, em alguns casos mais graves, surtos psicóticos derivados do aparecimento de 
alucinações, são muito comuns em usuários de EAA (Parrott, Choi, & Davies, 1994; Su 
et al., 1993). Embora o uso de EAA em humanos esteja fortemente relacionado com o 
aparecimento de um comportamento agressivo e, por vezes, violento, cabe ressaltar que 
a agressividade é uma resposta biológica natural, intrínseca no gênero masculino, que é 
manifestada em situação de imposição de um homem frente a outro ou outros na busca 
da satisfação das necessidades básicas tais como comida e água, abrigo e território. Nos 
mamíferos, o aparecimento de comportamento agressivo ou violento são evidenciados 
quando há a necessidade de defesa de território e acesso às fêmeas ou disputa pelas 
mesmas. Violência, por outro lado, é uma inapropriada, inadequada ou exagerada 
expressão da agressividade e pode estar associada à problemas psicológicos mais graves 
(McGinnis, 2004). 
             Andrógenos naturais ou seus análogos sintéticos podem potencializar o 
desempenho físico através do aumento na agressividade impulsividade, atributos 
comportamentais que são frequentemente explorados principalmente em competições 
que envolvem lutas e esportes com contato corporal, onde ha o beneficio da 
sobreposição física sobre os oponentes (Kicman & Gower, 2003). Entretanto, para 
alguns indivíduos, as mudanças psicológicas podem ser insidiosas, dando origem a 
comportamentos violentos e psicose (Pope & Katz, 1988, 1990). Por exemplo, o uso 
indevido de esteroides tem sido associado a assassinatos, tentativas de homicídios e 
violência contra mulheres (Choi & Pope, 1994; Pope & Katz, 1990). 
             Os andrógenos, comprovadamente, são potentes moduladores do 
comportamento agressivo (Busardo et al., 2015). Porém, quando se pretende analisar o 
efeito do uso de EAA no comportamento agressivo, em modelos experimentais com 
roedores, deve-se considerar diversas variáveis, como a classe dos EAA utilizados, a 
combinação ou não de classes de EAA, a dose utilizada, o tempo de tratamento, a idade 
dos animais, o gênero dos animais e a metodologia empregada no estudo, uma vez que 
estes fatores podem variar muito entre os estudos gerando resultados contraditórios 
(Henderson et al., 2006; McGinnis, 2004). A grande maioria dos estudos envolvendo os 
efeitos do uso de EAA no comportamento agressivo ainda utilizam roedores machos 
como sujeitos da pesquisa (Clark & Henderson, 2003). 
             Alguns estudos recentes sugerem que os EAA podem ter efeitos nas sinapses 
glutamatérgicas no hipotálamo, hipocampo e córtex cerebral, podendo ser responsáveis 
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por alterações morfológica e neuroquímicas que podem acarretar em mudanças 
comportamentais (Le Greves et al., 1997; Rossbach et al., 2007). O sistema 
glutamatérgico é o principal mecanismo de neurotransmissão excitatória do SNC de 
mamíferos. Ele está envolvido em processos de memória e aprendizado, proliferação e 
sobrevivência celular. Quando liberado na fenda sináptica, o glutamato liga-se tanto a 
receptores ionotrópicos (NMDA, AMPA e kainato) quanto a receptores metabotrópicos 
(acoplados a proteína G), resultando em ativação e/ou modulação do neurônio pós-
sináptico. O glutamato não é metabolizado no ambiente extracelular, sua remoção da 
fenda sináptica é feita por transportadores específicos, principalmente astrocitários, que 
protegem os neurônios da excitotoxicidade decorrente dos elevados níveis de glutamato 
na fenda sináptica (Danbolt, 2001). A hiperexcitabilidade glutamatérgica gera um 
aumento no influxo de Ca²+ para dentro da célula o que pode causar alterações 
mitocondriais  que podem acarretar em prejuízo da atividade neuroenergética e morte de 
neurônios. De todos os transportadores de glutamato clonados em mamíferos, o GLAST 
e o GLT-1 são predominantemente astrocitários. Dentre estes, o GLT-1 é considerado o 
principal responsável pela manutenção do tônus glutamatérgico fisiológico, evitando 
assim, a neurotoxicidade e morte neuronal (Anderson & Swanson, 2000). 
 
 
1.7 Sistema Glutamatérgico 
 
             O aminoácido glutamato é o principal e o mais abundante neurotransmissor 
excitatório do SNC de mamíferos, tendo importante participação nos processos de 
comunicação intercelular, crescimento e diferenciação (Martinez-Lozada & Ortega, 
2015). Entretanto, em elevadas concentrações extracelulares ele se torna neurotóxico 
podendo degenerar neurônios alvo (Miladinovic, Nashed, & Singh, 2015). A atividade 
neurotransmissora associada à sinalização glutamatérgica necessita da participação 
orquestrada da maquinaria presente nos neurônios e células da glia. Este arranjo 
morfológico e funcional tem sido definido nos últimos anos como sinapse tripartite 
(Martinez-Lozada & Ortega, 2015). 
             Quando liberado na fenda sináptica, o glutamato liga-se tanto a receptores 
ionotrópicos quanto a receptores metabotrópicos (acoplados a proteína G) resultando em 
ativação e/ou modulação do neurônio pós-sináptico. Existem três principais classes de 
receptores ionotrópicos que são definidas pela farmacologia do seu sítio de ligação do 
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glutamato: 5-methyl-4-isoxazole propionate (AMPA), ácido caínico (KA) e N-methyl-
D-aspartate (NMDA) (Hollmann & Heinemann, 1994). 
             Enquanto os receptores AMPA e KA estão envolvidos primariamente na 
despolarização dependente de glutamato na sinapse excitatória, o receptor NMDA 
desempenha um papel especial permitindo a abertura de canais iônicos bem como o 
influxo de cálcio para o interior da célula apenas quando a presença de glutamato na 
fenda sináptica coincide com a despolarização da membrana pós-sináptica. Sendo 
assim, oe receptores NMDA desempenham um papel crucial no aprendizado, memória e 
funções cognitivas em geral (Martinez-Lozada & Ortega, 2015). 
             O receptor NMDA é um composto heteromultimérico composto por uma 
combinação de subunidades: subunidade 1 (NR1), subunidade 2 (NR2A-D) e 
subunidade 3 (NR3A-B), sendo que para ser funcional ele deve conter pelo menos uma 
subunidade NR1, a qual apresenta o sítio de ligação específico do co-agonista glicina do 
NMDAr (Martinez-Lozada & Ortega, 2015). A subunidade 2 é composta por quatro 
subunidades: NR2A, NR2B, NR2C e NR2D e apresentam o sítio de ligação específico 
para o agonista glutamato do NMDAr. A subunidade 3 é composta por duas 
subunidades: NR3A e NR3B e apresentam sítio de ligação específico do co-agonista 
glicina do NMDAr (Martinez-Lozada & Ortega, 2015). Recentemente, o Comitê para 
Nomenclatura de Receptores e Classificação de Drogas da União Internacional de 
Farmacologia (NC-IUPHAR) propôs alteração da nomenclatura das subunidades do 
receptor NMDA, substituindo o prefixo NR pelo prefixo GluN. Desta maneira, o NR1 
passou a ser denominado de GluN1, e o NR2A passou a ser denominado GluN2A, o 
NR2B como GluN2B, e assim consecutivamente (ver revisão de Collingridge et al., 
2009). Embora esta mudança de nomenclatura não seja recente, ainda é possível 
encontrar na literatura científica atual  os dois tipos de denominação. Neste trabalho, 
ainda utilizamos a nomenclatura anterior a 2009. 
             O glutamato não é metabolizado no ambiente extracelular, sua remoção da 
fenda sináptica é feita por transportadores de aminoácidos excitatórios (EAAT: 
excitatory aminoacid transporter), principalmente astrocitários, que protegem os 
neurônios da excitotoxicidade decorrente dos altos níveis de glutamato na fenda 
sináptica (Danbolt, 2001). Até o momento, 5 subtipos destes transportadores foram 
clonados: EAAT1 ou GLAST (transportador de glutamato aspartato 1); EAAT2 ou 
GLT-1 (transportador de glutamato 1); EAAT3 ou EAAC1 (carreador de aminoácidos 
excitatório 1); EAAT4 e EAAT5 (Danbolt, 2001). GLAST é principalmente encontrado 
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em astrócitos e oligodendrócitos, GLT-1 é encontrado em astrócitos ao longo do SNC, 
EAAT3 é encontrado principalmente em neurônios no hipocampo, gânglios basais e 
cerebelo; EAAT4 é encontrado em células de Purkinje e EAAT5 em fotorreceptores e 
células bipolares. Recentemente identificou-se uma classe de transportadores 
glutamatérgicos responsáveis pelo acúmulo de glutamato em vesículas pré-sinápticas: 
VGLUT1-3 (Arriza et al., 1997; Bar-Peled et al., 1997; Maragakis & Rothstein, 2004). 
             O astrócito, uma célula da glia especializada em diversas funções tanto 
regulatórias quanto de suporte, é o responsável pela remoção do excesso de glutamato 
na fenda sináptica em condições fisiológicas, prevenindo, assim, a excitotoxicidade 
glutamatérgica (Martinez-Lozada & Ortega, 2015). O GLT-1, é responsável por 
aproximadamente 90% de todo o transporte de glutamato no tecido cerebral adulto, 
enquanto o GLAST transporta em torno de 10 a 20 %   (Rothstein et al., 1994). Ambos 
medeiam o transporte para o astrócito por meio do co-transporte de três íons Na+ e um 
íon H+, somado à saída de um íon K+. Portanto, o transporte de glutamato depende do 
gradiente de sódio proveniente da enzima Na+/K+ - ATPase, tornando assim, a 
captação de glutamato um processo energeticamente dispendioso (Danbolt, 2001). 
             Estudos com animais “knockout” corroboram a importância da recaptação 
astroglial do glutamato. A perda de função ou a expressão reduzida de GLAST ou GLT-
1 causa o aumento das concentrações extracelulares de glutamato e neurodegeneração 
característica de excitotoxicidade (Rothstein et al., 1996); (Maragakis & Rothstein, 
2004). 
             Uma vez removido da fenda sináptica, o glutamato é rapidamente convertido a 
glutamina pela ação da glutamina sintetase (Shank & Campbell, 1984; Tang et al., 
2001). As SNATs (Sodium-dependent neutral amino acid transporters) são 
responsáveis tanto pela liberação glial de glutamina quanto pela captação da mesma 
pelos neurônios, onde é desaminada para regenerar glutamato que é carregado para as 
vesículas sinápticas devido à ação dos transportadores vesiculares (VGLUT) (Martinez-
Lozada & Ortega, 2015). 
 
 
1.8 Antibióticos β-lactâmicos 
 
             Na medicina, existe uma classe de medicamentos denominada de agentes 
antimicrobianos, responsáveis pelo tratamento de todo tipo de infecções que pode 
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acomenter os seres vivos. Dentro destes agentes antimicrobianos, o grupo das 
cefalosporinas ganha destaque pela sua eficácia no tratamento de infecções causadas 
pela maioria dos cocos Gram-positivos e Gram-negativos (Saleh et al., 2009). 
             As cefalosporinas foram introduzidas na década de 60, quando as penicilinas 
não estavam mais sendo efetivas contra estafilococos. São classificadas em 
cefalosporinas de 1°, 2°, 3° e 4° geração. Atualmente o grupo mais abrangente das 
cefalosporinas é o das de 3° geração, devidos às suas características farmacocinéticas e 
ao seu ampliado espectro de ação (Lopes, Moreno, & Curi, 1990). Elas são agentes 
antimicrobianos β-lactâmicos clássicos que, em sua estrututura química, assemelha-se à 
das Penicilinas. Na prática clínica são utilizadas para o tratamento de uma gama de 
infecções como faringites, otites, infecções urinárias, septicemia e diversas outras 
(Freitas, 2014).  
             Os β-lactâmicos compartilham, em sua estrutura química, o anel nuclear e a 
atividade farmacológica β-lactâmica. No caso das penicilinas, o núcleo β-lactâmico está 
preso a um anel de tiazolidina com uma cadeia lateral R1 (Romano et al., 2000). A 
cadeia lateral contribui para suas propriedades farmacológicas, antibacterianas e 
imunológicas (Romano et al., 2004). As cefalosporinas são β-lactâmicos que contêm um 
anel diidrotiazona no lugar do anel de tiazolidina com duas cadeia laterais diferentes, R1 
e R2 (Romano et al., 2000). A figura 5 (Romano et al., 2000) mostra a estrutura 








             A Ceftriaxona sódica, um agente antimicrobiano β-lactâmico de uso parenteral 
que faz parte do grupo de cefalosporinas de terceira geração, vem ganhando destaque no 
mercado brasileiro, principalmente quando falamos do ambiente hospitalar, ela é muito 
utilizada na prática clínica. É uma droga que age inibindo a síntese da parede 
microbiana, possuindo amplo espectro de ação contra bactérias Gram-negativas. Possui 
meia vida elevada, alcançando elevados picos séricos. Possui maior atividade contra 
bacilos Gram-negativos aeróbios, utilizada no tratamento de escolha de meningite 
causada por bactérias Gram-negativas e outras multiresistentes da família 
Enterobacteraceae (Saleh et al., 2009; Salem & Saleh, 2002). A ceftriaxona em geral é 
um antibiótico bem tolerado. Possuindo relativa estabilidade na presença de β-
lactamases, tendo uma alta afinidade pelas proteínas (Freitas, 2014). 
 
 
1.9 Efeitos da Ceftriaxona no SNC 
 
            Através de um estudo realizado com aproximadamente 1040 drogas aprovadas 
pelo FDA foi descoberto que muitos antibióticos β-lactâmicos são potentes 
estimuladores da expressão de GLT-1. Em animais, o antibiótico β-lactâmico 
ceftriaxona aumentou tanto a expressão de GLT-1 quanto sua atividade bioquímica e 
funcional no cérebro (Rothstein et al., 2005). Portanto, a ceftriaxona tem propriedade 
reconhecida como estimuladora da expressão de GLT-1, resultando em efeitos 
neuroprotetores tanto em modelos in vitro quanto em modelos in vivo. Em geral esta 
atividade neuroprotetora é baseada, em parte, na sua habilidade de inibir morte celular 
neuronal por hiperexcitabilidade glutamatérgica (Lee et al., 2008). 
             A ceftriaxona atua pela elevação da transcrição de GLT-1 através da cascata de 
sinalização do fator nuclear κ-β (NF-κβ) promovendo a translocação nuclear da proteína 
p65 e a ativação da NF-κβ. A ligação do primer de EAAT2 no sítio específico da NF-κβ 
na serina 272 é responsável pela indução do GLT-1 mediada pela ceftriaxona. Por este 
mecanismo a ceftriaxona modula os níveis de glutamato na fenda sináptica e a ligação 








             As mitocôndrias são organelas celulares dinâmicas que são transportadas em 
proteínas do citoesqueleto. Elas se fundem e dividem-se, fragmentam-se, incham, 
estendem e são recicladas (mitofagia ou formação de vesículas) constantemente e de 
forma bem regulada. Um desequilíbrio na fusão leva ao alongamento da mitocôndria, 
enquanto que o mesmo na fissão acarreta numa excessiva fragmentação da mitocôndria 
e diminuição do seu tamanho, ambos prejudicando a função da mitocôndria (Chen, 
McCaffery, & Chan, 2007). 
             A função fisiológica predominante da mitocôndria é a geração de ATP pela 
fosforilação oxidativa, mas funções adicionais incluem a geração e detoxificação de 
espécies reativas de oxigênio (ROS), envolvimento em algumas formas de apoptose, 
regulação do cálcio citoplasmático e da matriz mitocondrial, síntese e catabolismo de 
metabólitos e transporte das próprias organelas para suas corretas localizações dentro da 
célula. Uma anormalidade em qualquer um desses processos pode ser definida como 
uma disfunção mitocondrial (Gneiger, 2014) .  
             As mitocôndrias são compartimentalizadas em duas membranas lipídicas: a 
membrana celular externa e a membrana celular interna. A membrana externa é porosa e 
permite a passagem de substâncias de baixo peso molecular entre o citosol e o espaço 
intermembranas. A membrana interna provém uma barreira altamente eficiente ao fluxo 
de íons, abriga a cadeia de transporte de elétrons e cobre a matriz mitocondrial, que  
contém o ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) e a β-oxidação (Reddy & Beal, 2005). 
             O ATP mitocondrial é gerado via fosforilação oxidadtiva (OXPHOS) dentro da 
membrana mitocondrial interna. Radicais livres são gerados como um subproduto da 
OXPHOS. Na cadeia respiratória, os complexos I e III vazam elétrons ao oxigênio 
produzindo, principalmente radicais superóxido. Os radicais superóxido são dismutados 
pela manganês superóxido dismutase (Mn-SOD), gerando peróxido de hidrogênio 
(H2O2) e oxigênio. O complexo I gera apenas para a matriz mitocondrial, já o 
complexo III gera tanto para o espaço intermembranas quanto para a matriz. Somado a 
isso, os componentes do TCA, incluindo a α-cetoglutarato desidrogenase, produzem 
radicais superóxido na matriz. Estes radicais livres gerados pela mitocôndria e os 
radicais superóxido são transportados para o citoplasma via canais aniônicos voltagem-
dependentes participando da peroxidação lipídica e oxidação de proteínas e DNA 
(Reddy, 2009). 
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              Os componentes da cadeia respiratória localizam-se na membrana interna da 
membrana sob a forma de quatro complexos proteína-lipídios: o complexo I (NADH-
ubiquinona oxidoredutase), o complexo II (succinato-ubiquinona oxidoredutase), o 
complexo III (ubiquinol-citocromo C oxidoredutase) e o complexo IV (citocromo C 
oxidase, conforme a Figura 6. A cadeia respiratória mitocondrial possui ainda dois 
transportadores de elétrons, ubiquinona e citocromo C. Estes constituintes, bem como o 
complexo V, ATP sintase, formam o sistema de OXPHOS, que fornece o ATP 
necessário à célula (Ferreira, Aguiar, & Vilarinho, 2008). 
 
Fig. 6 – Representação esquemática dos complexos da cadeia respiratória mitocondrial. 
 
             A função global da cadeia respiratória é a oxidação de NADH e FADH2, 
provenientes de outras vias metabólicas, bem como o transporte de equivalentes 
reduzidos ao longo de uma série de transportadores para o aceptor final, o oxigênio. Os 
complexos I, III e IV funcionam como uma bomba de prótons. Estes acumulam-se no 
espaço intermembrana, criando uma diferença de potencial eletroquímico, utilizado pela 
ATP sintase na formação de ATP a partir de ADP e Pi. A velocidade da respiração 
mitocondrial pode ser controlada pela disponibilidade de ADP (Gneiger, 2014). 
             O potencial de membrana é o principal componente da força próton-motiva 
gerada através da membrana mitocondrial interna e processo central no curso da 
OXPHOS. A eficiência da OXPHOS depende da natureza dos substratos respiratórios, 
os quais fornecem elétrons para a cadeia respiratória em diferentes níveis. Três sítios de 
acoplamento (CI, CIII e CIV) estão envolvidos na respiração, com substratos 
relacionados a CI, enquanto que apenas dois sítios de acoplamento (CIII e CIV) estão 
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ativos na rota da transferência de elétrons do succinato (substrato relacionado a CII) 
para o oxigênio. O potencial de membrana é frequentemente utilizado como uma leitura 
indireta do estado metabólico e da atividade da mitocôndria (Scaduto & Grotyohann, 
1999; Solaini et al., 2007). 
             Anormalidades na mitocôndria são fatores importantes na patofisiologia de 
varias doenças neurológicas e neuropsiquiátricas o que tem aumentado o interesse no 
entendimento da fisiologia mitocondrial a as suas respostas a modificações do 
microambiente celular, ou nas interações com as células vizinhas, como por exemplo na 
cooperações neurônio-glia (Chowdhury et al., 2015). Por exemplo, o uso de 
bloqueadores do canal do NMDAr diminuem o influxo de cálcio intracelular nos 
neurônios e o inchamento mitocondrial (Alano et al., 2002; Peng et al., 1998; Prentice, 




























































2.1 Objetivo geral 
 
             O objetivo primário deste trabalho foi investigar se a CEF modula o 
comportamento agressivo induzido pelo DN, através da regulação da expressão do 
GLT-1, níveis de glutamato e pNR2Bser1232.  
 
2.2 Objetivos específicos:  
             Avaliar os efeitos do tratamento com DN e CEF sobre: 
2.2.1 Parâmetros comportamentais: locomoção espontânea no campo aberto; 
comportamento agressivo pelo teste do intruso; 
2.2.2 Parâmetros neuroquímicos astrocitários: níveis de glutamato e 
immunoconteúdo de GLT-1 no córtex;  
2.2.3 Parâmetros neuroquímicos neuronais: immunoconteúdo da subunidade NR2B 
(total e fosforilada na serina 1232) no córtex; 






3.1 Animais e tratamento 
 
             Neste estudo foram utilizados 240 camundongos albinos da linhagem CF-1 com 
60 a 70 dias de idade e peso entre 40 e 50 g, oriundos do Biotério Central da UFRGS. 
Ao completarem dois meses de idade estes animais foram transferidos para o Biotério 
do Departamento de Bioquímica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, onde 
foram mantidos em caixas-moradia (4 animais por caixa), confeccionadas em 
plexiglass, medindo 25x0,9x17 cm, com assoalho recoberto de serragem. Os animais 
foram submetidos a ciclo claro/escuro (luzes acesas das 7:00 às 19:00 horas), com ração 
padronizada e água ad libitum. Após um período de habituação às instalações de duas 
semanas iniciou-se o tratamento com animais entre 2 e 3 meses de idade. 
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           Os animais foram divididos em 5 grupos: a) (ND) animais tratados com 
Decanoato de Nandrolona via subcutânea (s.c.) na dose de 15 mg/Kg (dose 
suprafisiológica que mimetiza, por exemplo, o abuso desta droga por atletas)  por 19 
dias mais solução salina via intraperitoneal (i.p.) por 19 dias (n=30); b) (CEF) animais 
tratados com veículo oleoso via subcutânea por 19 dias, mais solução salina via 
intraperitoneal por 14 dias mais Ceftriaxona via intraperitoneal na dose de 200 mg/Kg 
por 5 dias (n=30); c) (ND/CEF) animais tratados com Decanoato de Nandrolona via 
subcutânea na dose de 15 mg/Kg por 19 dias, mais solução salina via intrapeitoneal por 
14 dias, mais Ceftriaxona via intraperitoneal na dose de 200 mg/Kg por 5 dias (n=30); 
d) (VEH) animais tratados com veículo oleoso via subcutânea por 19 dias mais solução 
salina via intraperitoneal por 19 dias nos mesmos volumes (n=30); e) (INTRUSO) 
animais não tratados, utilizados apenas no teste de agressividade como animal intruso 
ao ambiente familiar ao residente (n=120). 
             Cada animal recebeu duas injeções diárias, no turno da manhã (entre 10:00 e 
11:00 horas) (Kalinine et al., 2014), nos volumes aproximados de 50µl para o DN e 
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3.2 Parâmetros comportamentais 
 
3.2.1 Campo Aberto 
 
             O aparato de campo aberto consiste em uma arena quadrada de madeira MDF 
com 50x50x50 cm como medidas e na cor preta. A exploração em Campo Aberto foi 
feita com o objetivo de avaliar a atividade locomotora e exploratória espontânea dos 
animais. O aparato foi dividido virtualmente em dois quadrantes (quadrante periférico: 
50x50cm; e quadrante central: 30x30 cm) utilizando o programa ANY-MAZE®. A 
exploração dos animais foi filmada durante 10 min com o auxílio de uma câmera de 
vídeo localizada sobre o centro do aparato para posterior análise dos resultados com o 
auxílio do mesmo programa. Entre a tarefa com cada animal o aparato foi limpo com 
álcool 70 %. A iluminação utilizada no centro do Campo Aberto foi de 7 lux. Os 
animais foram filmados por 10 minutos de acordo com o protocolo já descrito 
(Kazlauckas et al., 2005), e o teste foi realizado no 18° dia de tratamento. 
             A distância total percorrida no aparato, distância percorrida minuto a minuto, 
velocidade máxima, velocidade média, tempo total móvel e tempo total imóvel foram 
consideradas como medidas da atividade locomotora e comportamento exploratório. 
 
 
3.2.2 Teste do Intruso/Residente 
 
             Previamente ao dia do teste os animais permaneceram sem a troca de maravalha 
por um período de dois dias a fim de garantir a demarcação territorial por parte dos 
animais residentes. O teste do comportamento agressivo foi realizado imediatamente a 
pós o animal permanecer isolado em sua caixa de origem por dois minutos. 
Transcorrido este tempo, um macho intruso foi inserido dentro do território do macho 
residente: tanto o roedor intruso quanto o residente foram testados apenas uma vez na 
tarefa. Os comportamentos dos animais foram registrados durante a execução do teste 
por dez minutos com o auxílio do programa ANY-MAZE®. Foram analisados os 
comportamentos como postura dominante, postura subordinada, postura neutra, latência 
do primeiro ataque e número de ataque conforme o protocolo descrito previamente 
(Kazlauckas et al., 2005). 
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             Quando o comportamento agressivo infligiu algum tipo de dano ou injúria aos 
animais como sangramento ou sofrimento, o teste foi imediatamente interrompido e os 
animais excluídos da análise e eutanasiados. 
             O teste do Intruso residente foi realizado no 20° dia, 24 h após o final do 
tratamento. 
 
3.3 Coleta de amostras  
             Logo após os testes comportamentais, os animais foram anestesiados por via 
respiratória, em câmara de isoflurano e oxigênio para coleta do líquor e posterior 
decapitação. Subsequentemente foi removido o córtex para as análises neuroquímicas. 
Os cérebros foram imediatamente removidos em solução salina balanceada de Hanks 
(HBSS) contendo (em mM): 137 NaCl, 0.63 Na2HPO4, 4.17 NaHCO3, 5.36 KCl, 0.44 
KH2PO4, 1.26 CaCl2, 0.41 MgSO4, 0.49 MgCl2 e 5.55 de glicose, pH 7.2.Cada um 
dos hemisférios foi processado diferentemente de acordo com as técnicas descritas 
abaixo. 
 
3.4 Avaliação Neuroquímica 
3.4.1 Procedimento Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) 
             As concentrações de aminoácidos livres no líquor foram determinadas por 
cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), de acordo com Joseph e Marsden 
(1986). Para quantificar os níveis de aminoácidos (glutamato), utilizou-se alíquotas de 
sobrenadante livre de células de LCR. Foi utilizada uma coluna de fase inversa 
(Supelcosil LC-18, 250 mm × 4,6 mm x 5 μm, Supelco) num cromatógrafo líquido 
Shimadzu Instruments ( "loop" de injecção de 50 μL, volume de injecção de 40 μL). Foi 
empregada detecção fluorescente após derivatização pré-coluna utilizando 100,5 uL de 
OPA (5,4 mg de OPA em 1 mL de borato de silício 0,2 M pH 9,5), mais 25,5 uL de 
mercaptoetanol a 4 % durante 3 minutos. A fase móvel fluiu a uma taxa de 1,4 mL / min 
à temperatura de 25 0C na coluna. A composição dos tampões A e B é respectivamente: 
A: tampão monohidratado de di-hidrogenofosfato de sódio a 0,04 mol / L, pH 5,5, 
contendo 80% de metanol; B: tampão monohidratado de di-hidrogenofosfato de sódio 
0,01 mol / L, pH 5,5, contendo 20% de metanol. O perfil de gradiente foi modificado de 
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acordo com o teor de tampão B na fase móvel: 100% em 0.10 min, 90 % em 15 min, 48 
% em 10 min, 100% em 60 min. A absorbância foi lida nos comprimentos de onda de 
360 nm e 455 nm, excitação e emissão respectivamente, num detector de fluorescência 
Shimadzu. Foram utilizadas amostras de 20 μL e a concentração foi expressa em μM 
(como média ± SEM). Os aminoácidos foram identificados pelo seu tempo de retenção 
e foram quantitativamente determinados utilizando a sua área do pico cromatográfico. 
Utilizou-se uma mistura padrão de aminoácidos conhecida para a calibração (Joseph, 
1986). A coleta de líquor foi realizada imediatamente após o teste do intruso. 
 
3.4.2 Immunobloting  
             Imediatamente após a coleta de líquor os animais foram eutanasiados, como 
descrito anteriormente, para a retirada do córtex.   
             O córtex direito foi homogeneizado em tampão PIK (150mM NaCl, 20 mM 
Tris-HCl pH 7.4, 10% glicerol, 1 mM Cl2Ca, 1mM Cl2Mg e 1% NP-40) juntamente 
com coquetel de inibidor de protease. O protocolo foi realizado de acordo com (Muller 
et al., 2011). O conteúdo proteico foi determinado usando o ensaio do ácido 
bicinconínico (BCA) e albumina sérica bovina como curva padrão. As frações corticais 
foram diluídas a uma concentração proteica final de 2 μg/μl com solução de amostra 
(375mM Tris-HCl pH 6.8, 10% SDS, 50 % glicerol, 0.25 % azul de bromofenol, 0.25 M 
DTT e 2.5 % mercaptoetanol). As amostras foram corridas no mesmo gel, após a 
eletroforese, as membranas foram incubadas por uma noite com salina tamponada com 
Tris (TBS-T) 0,1 % contendo Tween 20 e BSA a 5 %. Após o bloqueio, as membranas 
foram incubadas por 24h a 4 °C com anticorpo específico para as proteínas de interesse. 
Após a incubação dos anticorpos primários, as membranas foram lavadas e incubadas 
com anticorpos secundários conjugados a fosfatase alcalina por 2h em temperatura 












             Imediatamente após a coleta de líquor os animais foram eutanasiados, como 
descrito anteriormente, para obtenção do cérebro total. Os animais utilizados para a 
respirometria não foram os mesmos utilizados para o immunobloting.  
             O cérebro inteiro do animal foi rapidamente removido e homogeneizado em um 
meio de Sacarose (sacarose 320 mM, BSA a 0,1 %, pH 7,4) e, em seguida, utilizou-se 
uma amostra de 100 uL para as medições de respiração realizadas num tampão de 
respiração padrão (50 mM de KCI, 320 mM de manitol, 4 mM de Mg, 4 mM de fosfato, 
0,7 mM de EDTA, 10 mM de TRIS, pH 7,4). 
             O consumo de oxigênio foi medido utilizando o sistema Oxygraph-2k de alta 
resolução em tempo real (Oroboros, Innsbruck, Áustria). Para o isolamento de 
sinaptossomas, utilizamos os mesmos protocolos em Percoll descritos anteriormente 
(Muller et al., 2013), resultando em uma banda enriquecida em sinaptossoma. Os 
resultados foram normalizados para a concentração de proteína obtidas pelo ensaio de 
BCA (Smith et al., 1985). 
             Todos os experimentos foram realizados com temperatura de 37 ° C em câmara 
de 2 ml, com protocolo modificado de titulação de múltiplos substratos conforme 
previamente descritos em detalhe, consistindo na adição sequencial de Succinato (S, 10 
mM) ; Adenosina difosfato (ADP, 2,5 mM) e Cianeto (KCN 5 mM) (Gnaiger, 2014). 
             Portanto, usando o DatLab 6.0, os valores de fluxo por massa foram obtidos da 
respiração estabilizada após cada titulação, para determinar diferentes estados 
mitocondriais. O estado basal (Estado II) foi obtido antes da adição de succinato, a 
capacidade da fosforilação oxidativa (OXPHOS) foi obtida após a titulação do ADP na 
presença de succinato (Estado III) e respiração não mitocondrial (ROX) após KCN. 
             O controle respiratório (RCR) foi calculado como a razão de estado III / estado 
II, no entanto, para fins estatísticos foi expresso como fator de fluxo de OXPHOS, 






3.5.2 Produção mitocondrial de peróxido de hidrogênio (H2O2) 
 
             A produção mitocondrial de peróxido de hidrogênio (H2O2) em sinaptossomas 
de cérebro inteiro foi avaliada pelo método de oxidação Amplex Red (n = 6 por grupo). 
Os mesmos substratos, utilizados para respirometria foram utilizados como uma 
estratégia para a geração de H2O2 no mesmo tampão de respiração suplementado com 
10 M Amplex Red e 2 unidades / mL de HRP. O nível basal de H2O2 foi medido sem a 
presença de substrato no meio de incubação, o succinato foi utilizado como substrato 
para estimular a respiração mitocondrial, o ADP para analisar a capacidade funcional 
das mitocôndrias para produzir ATP e cianeto para acessar a produção não-mitocondrial 
de H2O2. A fluorescência foi monitorizada com comprimentos de onda de excitação 
(563 nm) e emissão (587 nm) com um leitor de microplacas Spectra Max M5 




3.5.3 Potencial de membrana mitocondrial (ΔѰm) 
 
             O ΔѰm foi medido utilizando o sinal de fluorescência do corante catiônico, 
safranina-O. Amostras de sinaptossomas de cérebro inteiro foram incubadas no tampão 
de respiração utilizado no protocolo de respirometria suplementado com safranina O 
10 μM. A fluorescência foi detectada com um comprimento de onda de excitação de 
495 nm e um comprimento de onda de emissão de 586 nm (Spectra Max M5, Molecular 
Devices). Os dados são expressos como unidades arbitrárias de fluorescência (AFUs) e 
quanto maior a fluorescência menor o potencial de membrana (Portela et al., 2016). Os 
resultados estão expressos nos gráficos pelos valores brutos. 
 
 
3.6 Desenho experimental 
 
             O DN foi administrado por 19 dias e a CEF por 5 dias, nos dias finais de 
tratamento. No 18° dia foi realizado o teste do campo aberto, no 20° dia, 24h após o 
término do tratamento, foi realizado o teste do intruso. Imediatamente após o teste do 
intruso foi feita a coleta de líquor destes animais seguida da eutanásia, onde foram 
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separados o cérebro total para preparação do sinaptossoma (para respiorometria) e o 
córtex (para immunobloting). Os animais usados na respirometria não foram os mesmos 




              
 
3.7 Análise dos resultados 
             Os resultados foram analisados pelo teste de ANOVA de uma ou duas vias, 
seguido pelo teste múltiplo de Tukey para dados paramétricos, ou Kruskal Wallis 
seguido de Dunn’s para dados não-paramétricos. Para avaliar a distribuição dos dados, 
foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados foram avaliados pelo programa 
SPSS versão 20 e GraphPadPrism versão 6. As diferenças foram consideradas 








4.1 Parâmetros comportamentais 
 
4.1.1 Avaliação da atividade locomotora e exploratória no campo aberto 
 
             Os resultados demonstram que os tratamentos realizados neste estudo não 
alteraram a atividade locomotora e exploratória dos animais, uma vez que não houve 
diferenças significativas entre os grupos ND (n=12), CEF (n=12) e ND/CEF (n=12) em 
relação ao grupo VEH (n=12), quando avaliadas a distância total percorrida, as 
velocidades máxima e média e os tempos móvel e imóvel dos animais (Figura 7). 
 
 
Fig. 7 – Gráficos obtidos da análise no aparato campo aberto. (A) distância total percorrida no aparato 
minuto a minuto (m), (B) distância total percorrida no aparato (m), (C) velocidade máxima (m/seg), (D) 
velocidade média (m/seg),  (E) tempo total móvel no aparato (s) e (F) tempo total imóvel no aparato (s). 







4.1.2 – Avaliação do comportamento agressivo 
 
             Para a avaliação do comportamento agressivo os grupos foram comparados em 
relação ao tempo de latência do primeiro ataque e o número de ataques inferidos por um 
animal residente sobre um animal intruso. O tempo de latência do primeiro ataque foi 
significativamente menor no grupo ND em relação aos outros três grupos de tratamento. 
Igualmente, o grupo ND apresentou um número significativamente maior de ataques em 
relação aos outros três outros grupos de tratamento (Figura 8). 
 
 
Fig 8 – Gráficos obtidos da análise do teste do intruso. (A) Tempo de latência do primeiro ataque (s) e (B) 
número total de ataques. O * representa diferença em relação ao grupo VEH. O # representa diferença em 




4.2 Parâmetros neuroquímicos 
 
 
4.2.1 – Níveis de glutamato no líquor 
 
            O grupo ND apresentou níveis significativamente maiores de glutamato que o 
grupo VEH e que o grupo ND/CEF, não houve diferença significativa entre ND e CEF, 
mas há uma tendência de aumento no glutamato no líquor de ND em relação à CEF. 
Entre os grupos VEH, CEF e ND/CEF não houve diferença com relação a concentração 




Fig 9 – Gráfico obtido da análise do conteúdo, em μM, de glutamato no líquido cefalorraquidiano por 
HPLC. O * representa diferença significativa em relação ao grupo VEH e o # representa diferença 
significativa em relação ao grupo ND. Os resultados estão expressos em percentual em relação ao grupo 
VEH (%), com média e desvio padrão, n=5 por grupo e p<0,05. 
 
 
4.2.2 – Determinação do immunoconteúdo de GLT-1 
 
             Os tratamentos com ND e ND/CEF apresentaram uma diminuição significativa 
em relação ao grupo VEH. Houve um aumento significativo de GLT-1 do grupo 
ND/CEF em relação ao grupo ND. Os níveis de GLT-1 do grupo CEF nao foram 
significativamente diferentes do grupo VEH. 
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Fig 10 – Gráfico obtido através da determinação do immunoconteúdo de GLT-1 por Western Blot em 
homogeneizado de córtex. O * representa diferença significativa em relação ao grupo VEH, o # 
representa diferença significativa ao grupo ND e & representa diferença significativa ao grupo CEF. Os 
resultados estão expressos em percentual em relação ao grupo VEH (%), com média e desvio padrão, n=7 




4.2.3 – Determinação do immunoconteúdo do receptor glutamatérgico ionotrópico N-
metil-D-aspartato (NMDAr) subunidade NR2B total e fosforilada na serina 1232. 
 
             A figura 11(A) mostra o immunoconteúdo do NR2B total no córtex. Não houve 
diferença estatística entre os grupos. A figura 11(B) mostra o immunoconteúdo do 




Fig 11 - Gráficos obtidos através da determinação do immunoconteúdo de NMDAr por Western Blot em 
homogeneizado de córtex. (A) Determinação do immunoconteúdo da subunidade NR2B total do receptor 
NMDA e (B) determinação do immunoconteúdo da subunidade NR2B fosforilada do receptor NMDA. 
Os resultados estão expressos em percentual em relação ao grupo VEH (%), com média e desvio padrão, 
n=6  por grupo. 
 
             Foi feita a razão da proteína fosforilada em relação a total (figura 12). Houve 




Fig 12 – Gráfico obtido através da determinação da razão entre os immunoconteúdos de p-NR2B e NR2B 
total obtidos por Western Blot em homogeneizados de córtex. Os resultados estão expressos em 
percentual em relação ao grupo VEH (%), com média e desvio padrão, n=6 por grupo e p<0,05. 
 
 
4.3 Parâmetros metabólicos 
 
4.3.1 Capacidade respiratória mitocondrial 
 
             Com relação ao consumo de oxigênio basal, os grupos não apresentaram 
diferença significativa. 
             O consumo de oxigênio estimulado pelo succinato aumentou significativamente 
em todos os grupos em relação ao seu estado basal. Entretanto, não houve diferença 
estatística entre os grupos. 
             O grupo ND demonstrou uma diminuição significativa no controle respiratório 
em relação aos grupos VEH, CEF e ND/CEF. Os grupos CEF e ND/CEF apresentaram 
valores similares aos do grupo VEH (figura 13). 
 
 
Fig 13 – Gráficos obtidos da análise da respirometria de sinaptossomas em um respirômetro de alta 
resolução em tempo real. (A) Consumo de oxigênio no estado basal, (B) consumo de oxigênio pelo 
complexo II e (C) controle respiratório da fosforilação oxidativa. O * representa diferença estatística em 
relação ao grupo VEH e o # representa diferença estatística em relação ao grupo ND. Os resultados estão 





4.3.2 Produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) 
 
             Os grupos ND, CEF e ND/CEF apresentaram aumento significativo na 
produção de peróxido, no estado basal,  quando comparados ao grupo VEH. Além disso 
o grupo ND apresentou um aumento significativo na produção de peróxido em 
comparação ao grupo CEF. Não houve diferença entre os grupos ND e ND/CEF e entre 
os grupos CEF e ND/CEF.  
             Após a adição de succinato, houve um aumento significativo na produção de 
peróxido em todos os grupos em relação ao seu estado basal. Ainda houve um aumento 
significativo na produção de peróxido nos grupos ND e ND/CEF em relação ao grupo 
VEH.  
             Quando adicionamos ADP houve uma diminuição significativa na produção de 
peróxido em todos os grupos em relação ao estado estimulado pelo succinato e, os 
grupos ND, CEF e ND/CEF apresentam aumento significativo em relação ao grupo 




Fig 14 – Gráficos obtidos da análise do teste de amplex red em sinaptossomas. (A) Produção de peróxido 
de hidrogênio no estado basal, (B) produção de peróxido de hidrogênio após a adição de succinato e (C) 
produção de peróxido de hidrogênio após adição de ADP. O * representa diferença significativa em 
relação ao grupo VEH, o # representa diferença significativa ao grupo ND. Os resultados estão expressos 
em média e erro padrão, n=6 por grupo, p<0,001 quando quatro caracteres na barra e p<0,005 quando 





4.3.3 Potencial de membrana (ΔѰm) 
 
             No estado basal os grupos ND e ND/CEF apresentaram uma fluorescência 
significativamente maior do que o grupo VEH e o grupo CEF, além disso a 
fluorescência foi significativamente maior no grupo ND em relação ao grupo ND/CEF. 
             Após a adição de succinato gera-se um potencial de ação na membrana 
mitocondrial que foi significativamente menor nos grupos ND e CEF em relação ao 
grupo VEH e maior no grupo ND/CEF em relação ao grupo VEH. Os grupos ND e CEF 
apresentaram o mesmo comportamento em relação ao potencial de ação e foram 
significativamente menores do que o grupo ND/CEF. 
             Quando é adicionado o ADP há uma diminuição no potencial de ação de todos 
os grupos em relação ao estado anterior. O grupo ND apresentou um potencial 
significativamente maior do que todos os outros grupos de tratamento, que não 
apresentaram diferença significativas entre sí. A maior diferença no potencial do grupo 





Fig 15 – Gráficos obtidos da análise do teste de safranina em sinaptossomas. (A) Absorção da safranina 
no estado basal, (B) potencial de membrana após a adição de succinato e (C) potencial de membrana após 
a adição de ADP. O * representa diferença significativa em relação ao grupo VEH, o # representa 
diferença significativa ao grupo ND e & representa diferença significativa ao grupo CEF. Os resultados 
estão expressos em média e erro padrão, n=6 por grupo p<0,001 quando quatro caracteres na barra e 














































             Esse estudo teve como objetivo principal investigar se o aumento da expressão 
da GLT-1 pela CEF seria capaz de modular os níveis de glutamato e de pNR2Bser1232 e 
reduzir o comportamento agressivo induzido pelo ND.  Os resultados demonstraram que 
a administração de CEF diminuiu a agressividade induzida pelo ND. Mecanisticamente 
estes efeitos foram associados ao aumento da expressão de GLT-1, e diminuição dos 
níveis de glutamato e de pNR2Bser1232.  Desta maneira estes resultados sugerem que uma 
diminuição da hiperexcitabilidade glutamatérgica via receptor NMDA é capaz de 
modular o comportamento agressivo. Estes resultados comprovam nossa hipótese 
inicial. 
             Primeiramente, foi realizado o teste de locomoção espontânea no campo aberto  
para avaliar o impacto dos tratamentos realizados no perfil exploratório dos animais. 
Considerando que o teste do intruso requer uma capacidade locomotora preservada para 
que os animais expressem seu comportamento agressivo, o teste no campo aberto foi 
realizado para garantir que não houvesse interferência dos tratamentos neste parâmetro 
o que poderia afetar a confiabilidade dos resultados do teste do intruso. Assim, em um 
animal com mobilidade comprometida não poderia ser quantificado seu real padrão de 
resposta à presença do intruso. O aumento do GLT-1 associado a uma diminuição dos 
níveis de glutamato poderia mecanisticamente causar sedação e imobilidade. Por outro 
lado, altos níveis de glutamato poderiam causar hiperlocomoção.  Entretanto, os 
tratamentos realizados com ND e CEF não afetaram a atividade locomotora e 
exploratória no teste de campo aberto em camundongos CF-1. Estes resultados 
corroboram resultados da literatura uma vez que diversos trabalhos já demonstraram 
não haver uma interferência dos EAA na locomoção espontânea (Bitran, Kellogg, & 
Hilvers, 1993; Clark & Harrold, 1997; Martinez-Sanchis, Aragon, & Salvador, 2002; 
Minkin, Meyer, & van Haaren, 1993). Com relação à ceftriaxona a literatura é escassa 
no que se refere à locomoção espontânea, mas um estudo (Barichello et al., 2005) 
mostrou que em uma sessão de habituação ao aparato do campo aberto não houve 
diferença na atividade exploratória de ratos Wistar machos tradados com ceftriaxona 
quando comparados ao grupo controle. 
             No teste do intruso avaliamos o tempo de latência para o primeiro ataque e 
número de ataques desferidos de um camundongo residente à um camundongo intruso 
para caracterizar e quantificar o comportamento agressivo. Diferentes estudos reforçam 
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que estes parâmetros são uma importante ferramenta para analisar o fenótipo agressivo 
em roedores e principalmente envolve a participação de áreas cerebrais e feixes 
nervosos que possuem um alto nível de correlação funcional com humanos (Clark & 
Henderson, 2003; McGinnis, 2004). Demonstramos que camundongos CF-1 tratados 
com ND por 19 dias apresentaram agressividade exacerbada quando comparados aos 
grupos VEH e demais grupos de tratamento. Outro aspecto importante deste protocolo é 
que os níveis de agressividade do grupo CEF e ND/CEF foram similares aos do 
controle. O tempo de latência (segundos) para o primeiro ataque do grupo ND foi 
significantemente menor que os outros grupos, o que indica uma maior impulsividade. 
Ainda, o numero de ataques do grupo ND foi significantemente maior em relação aos 
outros grupos. Diversos estudos já relataram que o ND aumenta o fenótipo agressivo em 
roedores. Entre eles, o de LONG (Long et al., 1996) demonstrou que ratos Sprague-
Dawley que receberam ND (2mg/dia/rato) durante quatro semanas apresentaram altos 
níveis de agressividade quando comparados ao grupo controle. Usando um teste de 
competição para a ingestão de água como medida de agressividade, ratos machos 
tratados com ND demonstraram dominância diante do acesso ao bebedouro em relação 
ao grupo controle (Lindqvist et al., 2002). Um estudo anterior do nosso grupo 
demonstrou que a administração crônica de ND foi responsável pelo aumento do 
fenótipo agressivo em camundongos CF1 por mecanismos associados a diminuição do 
GLT-1 no córtex e hipocampo e aumento dos níveis de glutamato. A memantina e 
MK801, dois antagonistas do NMDAr foram capazes de diminuir o fenotipo agressivo. 
(Kalinine et al., 2014). Portanto, alterações em componentes astrocíticos da maquinaria 
glutamatérgica levam a  ruptura da sinalização glutamatérgica, e ao comportamento 
agressivo via NMDAr.  
             Estudos demonstram que o aumento da concentração de glutamato no córtex 
está diretamente relacionado ao aumento da agressividade (Bechtholt-Gompf et al., 
2010; Ghanizadeh & Namazi, 2010). Nossos dados vão ao encontro deste estudo, uma 
vez que o grupo tratado com ND apresentou níveis baixos no immunoconteúdo de GLT-
1 e altos níveis de glutamato no líquor, e o grupo ND/CEF  apresentou niveis de GLT-1 
superiores aos do grupo ND, enquanto os níveis de glutamato foram similares ao grupo 
VEH. Embora, os antibióticos β-lactâmicos, incluindo a ceftriaxona, sejam capazes de 
aumentar a expressão de GLT-1 fornecendo efeitos neuroprotetores (Rothstein et al., 
2005) poucos estudos tem sido realizados para investigar seu efeito neuromodulador na 
agressividade. Assim, nossos resultados fortalecem a hipótese de que a administração de 
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ceftriaxona pode reverter o fenótipo agressivo induzido pelos EAA através do aumento 
no immunoconteúdo de GLT-1 e aumento da captação de glutamato extracelular pelos 
astrócitos, diminuindo assim a hiperexcitabilidade do NMDAr. O estudo de 
BORTOLATO (Bortolato et al., 2012) demonstrou o envolvimento das subunidades 
regulatórias NR2A e NR2B do NMDAr no córtex pré-frontal mediando o fenótipo 
agressivo, mostrando que a administração de antagonistas do NMDAr reduziram 
significativamente a agressividade em camundongos Knockouts para monoamino 
oxidase A. Nossos resultados avançam no sentido de demonstrar que a agressividade e 
os níveis de fosforilação da subunidade regulatória NR2Bser1232 parecem ser 
dependentes da expressão do GLT-1, proporcionando assim alvos moleculares para 
serem investigados em outras condições que envolvem comportamento agressivo. 
             Conforme demonstrado no presente estudo e reforçando a literatura recente, o 
uso crônico de esteroides induz a agressividade e alterações na homeostase 
glutamatérgica. O comportamento agressivo é comumente manifestado juntamente com 
outros sintomas comportamentais em diferentes doenças neurodegenerativas (Woolley 
et al., 2011). Adicionalmente, alterações comportamentais envolvem também a ruptura 
da conectividade cerebral e prejuízos no metabolismo energético (Buckner et al., 2005; 
Lustig et al., 2003). Dessa forma, investigamos também o impacto da ruptura da 
homeostase glutamatérgica e agressividade causada pela ND no metabolismo 
mitocondrial (Demetrius, Magistretti, & Pellerin, 2014; Kraguljac et al., 2016; Ribeiro 
et al., 2017). Recentemente, foi demonstrado que o uso crônico de esteroides altera a 
conectividade cerebral de regiões envolvidas com o controle emocional e cognitivo 
(Westlye et al., 2017), o que neste contexto potencialmente pode ocorrer de forma 
concomitante a disfunções metabólicas (Kaufman et al., 2015; Morrison, Sikes, & 
Melloni, 2016), bem como disfunções decorrentes da excitotoxicidade glutamatérgica 
como a hiperexcitabilidade do receptor NMDA causando um maior influxo de Ca2+, que 
quando captado pela mitocôndria, pode levar à disfunçoes mitocondriais como 
alterações no potencial de membrana e produção de peróxido de hidrogênio (Kalinine et 
al., 2014; Rossbach et al., 2007). Portanto, foram investigados parâmetros relacionados 
ao metabolismo mitocondrial em sinaptossomas de cérebro total. Preparações 
sinaptossomiais fornecem um modelo preciso para testar a função mitocondrial no SNC 
(Nicholls, 2010). A mitocôndria dentro do sinaptossoma fornece ATP para o citoplasma 
e membrana plasmática, e preserva o metabolismo, mantém o funcionamento de 
receptores e canais iônicos e da maquinaria para exocitose e recaptação de 
 47 
neurotransmissores (Nicholls, 2003). Os sinaptossomas são acessíveis a diversas 
técnicas empregadas para a avaliação de parâmetros bioenergéticos incluindo o 
potencial da membrana mitocondrial e taxas respiratórias, bem como a captação 
mitocondrial de Ca2+ (Nicholls, 2003). 
             A função mitocondrial está relacionada com a liberação de neurotransmissores e 
ativação das vesículas sinápticas (Verstreken et al., 2005). Embora os tratamentos não 
tenham induzido alterações nos valores brutos de consumo de oxigênio, o Controle 
Respiratório, principal indicador de função mitocondrial (Brand & Nicholls, 2011) foi 
diminuído pelo tratamento com ND e revertido com a combinação com ceftriaxona. 
Adicionalmente, o aumento da produção de peróxido e ruptura no potencial de 
membrana mitocondrial induzido pelo tratamento com ND,  evidenciam um potencial 
efeito negativo com o tratamento crônico que foi revertido parcialmente com a 
associação da ND/CEF.  Estudos avaliando a relação entre mecanismos glutamatérgicos 
envolvidos na agressividade induzida pelo ND e o impacto na fisiologia mitocondrial 
são escassos. Entretanto, existem evidências demonstrando alterações negativas na 
funcionalidade integrada cerebral (Kaufman et al., 2015; Westlye et al., 2017) e também 
em marcadores de morte celular e proteínas associadas com processos 
neurodegenerativos (Ma & Liu, 2015).  
             Conforme a literatura, a CEF apresenta um efeito neuroprotetor e 
potencialmente pode atenuar indicadores de disfunção mitocondrial exercendo efeitos 
positivos no sistema antioxidante e inflamatório (Altas et al., 2013; Lee et al., 2008), 
nossos resultados demonstram que a ND causou alterações importantes no metabolismo 
mitocondrial e que a CEF reverteu parcialmente a diminuição do controle respiratório e 
o aumento da produção de peroxido de hidrogênio pelas mitocôndrias. Assim, é 
possível sugerir que associado ao aumento do fenótipo agressivo o uso de altas doses de 
ND também tem impacto negativo na função mitocondrial. Os efeitos a longo prazo 
destas alterações estão em investigação no nosso grupo. 
Em resumo, a partir dos resultados deste trabalho, evidenciamos que: (I) O 
tratamento crônico com ND induz um fenótipo agressivo em roedores pela diminuição 
da remoção do glutamato extracelular e consequente acúmulo extracelular do mesmo no 
cérebro, gerando aumento de pNR2Bser1232 do NMDAr; (II) a administração de CEF por 
5 dias é capaz de reverter este fenótipo agressivo pelo aumento da expressão do 
transportador GLT-1, associado a diminuição das concentrações extracelulares de 
glutamato e da expressão de pNR2Bser1232; (III) o tratamento  com ND causou prejuízos 
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à função mitocondrial diminuindo o controle respiratório, aumentando a produção de 




































            Nossos resultados demonstram que a interação bidirecional entre o transportador 
astrocitário GLT-1 e a subunidade neuronal pNR2Bser1232 mediada pelo glutamato, 
exerce um impacto regulatório no fenótipo agressivo induzido pela ND e no controle 
respiratório mitocondrial. Desta maneira, este modelo reforça a importância da 






























Pretendemos avaliar a liberação de glutamato pelas vesículas sinápticas, 
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